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Introduction	
	La	 transplantation	pulmonaire	est	une	option	 thérapeutique	d'ultime	recours	pour	 les	patients	 souffrant	 de	 maladies	 pulmonaires	 telles	 que	 la	 broncho-pneumopathie	chronique	 obstructive	 (BPCO),	 la	 mucoviscidose,	 l’hypertension	 artérielle	 pulmonaire	sévère	 et	 la	 fibrose	 pulmonaire.	 Bien	 que	 devenue	 une	 intervention	 établie,	 elle	 est	associée	 chez	 30	 à	 50%	 des	 patients	 à	 cinq	 ans	 post-greffe	 au	 développement	 d'une	dysfonction	chronique	du	greffon,	principalement	liée	à	une	inflammation	chronique	et	un	remodelage	tissulaire	à	l'origine	d'une	fibrose	(1,	2).	Le	principal	facteur	limitant	la	survie	à	long	terme	des	patients	transplantés	est	le	rejet	chronique	 (Chronic	 Lung	 Allograft	 Disease,	 CLAD),	 qui	 regroupe	 le	 syndrome	 de	bronchiolite	 oblitérante	 (Bronchiolitis	 Obliterans	 Syndrome,	 BOS)	 et	 un	 syndrome	restrictif	(Restrictive	Allograft	Syndrome,	RAS),	et	dont	les	facteurs	de	risques	principaux	sont	les	épisodes	de	rejets	aigus	ainsi	que	les	infections	respiratoires	(3-6).		Le	BOS	est	une	 obstruction	 progressive	 du	 flux	 d’air	 dans	 les	 petites	 bronches	 due	 à	 une	 fibrose	sous-mucosale.	 La	définition	 clinique	du	BOS	 correspond	à	une	diminution	de	plus	de	20%	du	FEV1	(volume	expiratoire	forcé)	pendant	plus	de	3	semaines,	sans	amélioration	sous	 bronchodilatateurs	 (7).	 Le	 RAS	 est	 caractérisé	 par	 un	 déclin	 de	 plus	 de	 20%	 du	FEV1	 	 ainsi	 qu’un	 déclin	 de	 plus	 de	 10%	 de	 la	 Capacité	 Vitale	 et	 de	 la	 Capacité	Pulmonaire	Totale	(syndrome	restrictif)	pendant	plus	de	3	semaines,	 irréversible	sous	bronchodilatateurs	(8).	À	l’histologie,	on	observe	des	dommages	alvéolaires	diffus	ainsi	qu’une	fibro-élastose	pleuro-parenchymale	(7,8).	Par	ailleurs,	la	survie	est	plus	délicate	en	cas	de	RAS	que	de	BOS	(8).		Le	 lavage	 broncho-alvéolaire	 (LBA)	 des	 patients	 transplantés	 stables	 est	 composé	 en	majeure	 partie	 de	 macrophages,	 les	 cellules	 les	 plus	 abondantes	 dans	 les	 alvéoles	pulmonaires	(9).	La	présence	d’une	neutrophilie	constitue	un	facteur	de	risque	pour	le	développement	 de	 CLAD.	 Certains	 patients	 présentant	 un	 CLAD	 associé	 à	 une	neutrophilie	 au	 LBA	 récupèrent	 leur	 fonction	 pulmonaire	 sous	 Azithromycine	;	 cela	décrit	un	nouveau	type	de	CLAD	réversible	avec	un	traitement	d’Azithromycine	(10).	Les	macrophages	 se	 distinguent	 par	 un	 véritable	 spectre	 d’activation	 leur	 permettant	d’acquérir	 une	 grande	 plasticité	 fonctionnelle	 et	 de	 répondre	 aux	 variations	 du	microenvironnement	 alvéolaire	 (11-14).	 Cependant,	 parallèlement	 au	 paradigme	 de	l’activation	 lymphocytaire	Th1/Th2,	 l’activation	des	macrophages	a	été	décrite	comme	classique	(macrophages	de	type	M1)	ou	alternative	(macrophages	de	type	M2)	(15-17).	Les	macrophages	 de	 type	M1,	 généralement	 retrouvés	 en	 cas	 d’inflammation	 aiguë	 et	lors	de	nombreuses	infections,		produisent	des	cytokines	pro-inflammatoires	(tels	que	le	TNFa,	COX2	et	CXCL11	;	 voir	Tableau1),	des	dérivés	 réactifs	de	 l’oxygène	et	de	 l’azote	microbicides,	 causant	 des	 dommages	 tissulaires.	 Les	 macrophages	 de	 type	 M2,	 qui	constituent	 une	 classe	 plus	 hétérogène	 de	 cellules,	 sont	 impliqués	 dans	 la	 phase	 de	résolution	de	 la	 réaction	 inflammatoire,	 ainsi	 que	dans	 la	 réparation	et	 le	 remodelage	tissulaire	 (notamment	 par	 la	 production	 de	 TIMP1,	 PDGFD	 et	 FN1;	 voir	 Tableau	 1)	(18,19).			Le	 degré	 de	 variabilité	 de	 l’activation	 des	 macrophages	 alvéolaires	 au	 cours	 de	 la	période	 post-greffe,	 et	 en	 fonction	 de	 l’évolution	 clinique	 du	 transplanté	 pulmonaire,	reste	 à	 être	 élucidé.	 Le	 rôle	 promoteur	 de	 certains	macrophages	 de	 type	M2	 dans	 le	
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remodelage	 tissulaire	 soulève	 l’importante	 question	 de	 leur	 possible	 implication	 dans	les	 processus	 de	 fibrogénèse	 associés	 au	 développement	 de	 CLAD	 (20-26).	 Des	enseignements	peuvent	être	 tirés	du	domaine	de	 la	greffe	rénale,	dans	 laquelle	 le	 rôle	des	macrophages	dans	la	dysfonction	chronique	du	greffon	a	été	davantage	étudié.	Ainsi,	la	 fibrose	 rénale	 a	 pu	 être	 liée	 à	 une	 infiltration	 de	 macrophages	 pro-fibrotiques	induisant	le	dépôt	de	protéines	de	la	matrice	extracellulaire,	le	remodelage	des	tissus	et	l’angiogenèse	(27,28).			Chez	le	transplanté	pulmonaire,	 le	microenvironnement	alvéolaire	est	 influencé	par	de	très	nombreux	facteurs	d’origine	endogène	ou	exogène.	Parmi	les	facteurs	exogènes,	les	traitements	médicamenteux	administrés	dans	le	but	de	diminuer	les	réponses	immunes	dirigées	 contre	 le	 greffon	 sont	 connus	 pour	 influencer	 le	 profil	 d’activation	 des	macrophages.	Ainsi,	des	études	ont	permis	de	montrer	que	les	glucocorticoïdes	tels	que	la	dexamethasone	modulent	un	nombre	important	de	gènes	impliqués	dans	l’immunité,	diminuant	 notamment	 la	 production	 de	 cytokines	 pro-inflammatoires,	 et	 augmentant	l’expression	 de	 cytokines	 régulatrices	 telles	 que	 l’IL-10	 et	 l’IL-1ra.	 D’autre	 part,	 les	glucocorticoïdes	 ont	 été	 décrits	 comme	 induisant	 l’expression	 de	 TGFβ,	 un	 facteur	impliqué	tant	dans	des	fonctions	immunorégulatrices	que	pro-fibrotiques	(29,30).		D’autres	immunosuppresseurs	utilisés	en	thérapie	post-greffe	ont	été	bien	étudiés	dans	la	 dysfonction	 chronique	 du	 greffon	 suite	 à	 une	 transplantation	 rénale.	 Les	 études	démontrent	que	 certains	de	 ces	 agents,	 notamment	 le	 tacrolimus	et	 le	mycophénolate	mofétil,	ont	tendance	à	réduire	le	taux	de	TGFβ	dans	l’environnement	rénal,	conduisant	à	une	diminution	de	la	fibrose	(31-33).	Même	si	les	effets	sur	la	fibrose	dans	le	domaine	de	 la	 transplantation	 pulmonaire	 apparaissent	 moins	 bien	 documentés	 et	 plus	contrastés,	des	bénéfices	liés	à	une	diminution	de	la	prévalence	de	rejet	aigu,	un	facteur	de	risque	connu	pour	le	développement	de	CLAD,	ont	été	reportés	(34).	Le	traitement	de	base	 actuellement	 préconisé	 lors	 de	 CLAD	 non	 réversible	 sous	 Azithromycine	 est	l’introduction	 d’une	 combinaison	 de	 Tacrolimus	 et	 Mycophénolate	 Mofétil	 comme	traitement	 immunosuppresseur,	 ainsi	 que	 de	 faibles	 doses	 de	 corticostéroïdes	(prednisone)	 (35).	 Cependant,	 les	 effets	 à	 long	 terme	 de	 la	 combinaison	 de	 ces	immunosuppresseurs	sur	la	fibrose	pulmonaire	restent	à	être	clarifiés.		Les	 patients	 transplantés	 sont	 en	 outre	 soumis	 à	 des	 traitements	 antibiotiques.	 Ces	derniers	 pourraient	 avoir	 un	 double	 effet	 sur	 le	 profil	 d’activation	 des	 macrophages.	D’une	 part,	 certains	 antibiotiques	 comme	 les	 macrolides	 exercent	 un	 effet	 direct	 sur	l’état	d’activation	des	macrophages	(36,37).	D’autre	part,	les	antibiotiques	ont	un	impact	indirect	 sur	 l’activation	 des	 macrophages	 alvéolaires,	 en	 modifiant	 l’équilibre	 du	microbiote	pulmonaire,	dont	 l’existence	est	dorénavant	 reconnue	et	 l’influence	 sur	 les	réponses	immunitaires	locales	a	été	récemment	établie	(38).			Le	but	de	ce	travail	était	d’établir	 les	bases	d’un	modèle	d’étude	 in	vitro	de	 l’activation	des	macrophages	alvéolaires.	Au	vu	de	la	difficulté	d’obtenir	des	macrophages	issus	du	LBA	en	nombre	suffisant,	et	étant	donné	la	variabilité	attendue	du	profil	d’activation	des	macrophages	 alvéolaires	 provenant	 de	 différents	 patients,	 nous	 avons	 opté	 pour	 une	approche	basée	sur	des	macrophages	différenciés	à	partir	d’une	lignée	monocytaire	bien	établie,	 les	 cellules	 THP-1	 (39,40).	 Les	 objectifs	 étaient	 d’obtenir	 une	 source	 fiable	 et	stable	 de	 macrophages	 en	 exposant	 des	 cellules	 de	 la	 lignée	 THP-1	 au	 facteur	 de	différenciation	 M-CSF	 (Macrophage	 Colony-Stimulating	 Factor),	 puis	 d’en	 vérifier	 le	
		
	 4	
statut	de	macrophage	en	regard	des	cellules	THP-1	non	différenciées.	Les	macrophages	dérivés	 des	 cellules	 THP-1	 (THP1-M)	 devaient	 également	 être	 testés	 quant	 à	 leur	capacité	de	réponse	à	différents	stimuli	potentiellement	rencontrés	dans	le	poumon	du	transplanté	 pulmonaire,	 et	 connus	 pour	 leur	 effet	 inducteur	 de	 profils	 d’activation	contrastés	 (inflammation,	 remodelage	 tissulaire).	 Enfin,	 l’analyse	 en	 parallèle	 d’une	série	 de	 LBA	 collectés	 chez	 des	 patients	 transplantés	 ou	 non-transplantés	 devait	permettre	 d’une	 part	 une	 comparaison	 du	 profil	 d’activation	 des	 macrophages	alvéolaires	 chez	 ces	 deux	 groupes	 de	 patients,	 et	 d’autre	 part	 d’évaluer	 le	 degré	 de	correspondance	entre	l’effet	d’une	immunosuppression	sur	les	macrophages	alvéolaires	et	celui	d’un	glucocorticoïde	sur	les	THP1-M.		
	
	
	
Matériel	et	méthodes		
Considérations	éthiques	
	Cette	 étude	 est	 approuvée	par	 la	Commission	 cantonale	d’éthique	de	 la	 recherche	 sur	l’être	humain.	Chaque	patient	a	été	informé	de	l’étude	et	a	donné	son	consentement	écrit	à	l’utilisation	du	matériel	prélevé	lors	du	lavage	broncho-alvéolaire.	Les	bronchoscopies	sont	 effectuées	 pour	 des	 indications	 cliniques	 de	 routine	 post-transplantation	 ou	 lors	d’investigation	 à	 but	 diagnostic	 chez	 des	 patients	 non-transplantés.	 Cette	 étude	n’interfère	pas	avec	le	traitement	ou	le	suivi	du	patient.			
Patients	et	échantillons	
	Les	 échantillons	 recueillis	 proviennent	 de	 11	 patients	 transplantés	 pour	 de	multiples	indications	 telles	 que	 mucoviscidose,	 fibrose	 idiopathique,	 BPCO,	 et	 autres	 maladies	pulmonaires	ainsi	que	de	7	patients	non-transplantés	subissant	une	bronchoscopie	à	but	diagnostic.	Les	patients	transplantés	ont	subi	une	greffe	uni	ou	bi-pulmonaire.			
Prélèvement	du	liquide	de	lavage	broncho-alvéolaire	
	Les	 patients	 ont	 subi	 une	 bronchoscopie	 trans-orale	 ou	 trans-nasale	 sous	 sédation	 en	état	de	conscience	modéré	dans	le	cadre	de	la	surveillance	post-greffe	ou	dans	le	cadre	d’investigation	 d’une	 maladie	 pulmonaire.	 La	 récolte	 du	 matériel	 broncho-alvéolaire	s’effectue	par	l’instillation	de	100ml	de	solution	saline	au	niveau	du	lobe	moyen	ou	de	la	lingula.	Par	la	suite,	dans	le	cadre	des	examens	complémentaires	de	routine,	le	matériel	récolté	 est	 soumis	 à	 une	 formule	 broncho-alvéolaire	 (répartition	 leucocytaire),	 à	 une	mise	en	culture	bactérienne	et	fongique	ainsi	qu’à	une	analyse	par	PCR	afin	de	détecter	une	éventuelle	infection	virale.		Lors	de	chaque	bronchoscopie,	un	échantillon	de	3ml	de	matériel	broncho-alvéolaire	a	été	prélevé,	 stocké	à	4°C	puis	centrifugé	 (10	minutes	à	2000	x	g).	Le	culot	cellulaire	a	ensuite	 été	 lysé	 dans	 un	 tampon	 dénaturant	 préservant	 l’ARN	 (tampon	 RLT;	 Qiagen,	Hilden,	 Germany)	 et	 le	 lysat	 a	 été	 congelé	 à	 -80°C	 pour	 conservation	 et	 utilisation	ultérieure.	
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Extraction	et	purification	de	l’ARN	total	des	cellules	du	liquide	de	LBA	et	analyse	par	PCR	
quantitative	(PCRq)	de	12	gènes-cibles	
	Le	 lysat	 de	 cellules	 a	 été	 transféré	 dans	 des	 colonnes	 QIAshredder	 (Qiagen)	 pour	homogénéiser	 le	 matériel	 puis	 le	 mRNA	 a	 été	 extrait	 à	 l’aide	 des	 composants	 du	 kit	RNeasy	Mini	 (Qiagen)	selon	 les	 instructions	du	 fabricant.	Par	 la	suite,	 la	concentration	de	 mRNA	 a	 été	 déterminée	 à	 l’aide	 d’un	 spectrophotomètre	 (Nanodrop	 ND-1000,	Thermo	Scientific,	Waltham,	MA)	et	la	synthèse	de	cDNA	effectuée	à	l’aide	du	kit	iScript	cDNA	Synthesis	(Bio-Rad,	Hercules,	CA).	La	détermination	du	profil	d’expression	génique	des	cellules	du	LBA	a	été	basée	sur	une	analyse	 par	 PCRq	 en	 temps	 réel	 de	 l’expression	 de	 12	 gènes	 connus	 pour	 leur	implication	dans	plusieurs	fonctions	caractéristiques	des	macrophages	(Tableau	1).		
Tableau	1	:	Liste	des	gènes	analysés	par	PCRq	(11,15,41,42)	
Fonction	 associée	
au	 gène	 chez	 les	
macrophages	
Gènes	(dénomination	anglaise	et	symbole)	
Inflammation	 Chemokine	 C-X-C	 motif	 Ligand	 11	 (CXCL11),	 Tumor	 Necrosis	Factor	alpha	(TNFα),	Cyclo-Oxygenase	2	(COX2).	Immunorégulation	 Interleukin-10	 (IL-10),	 Indoleamine	 2,3-dioxygenase	 (IDO),	Interleukin-1	Receptor	Antagonist	(IL-1ra)	Phagocytose	 Mannose	 Receptor	 C	 type	 1	 (MRC1),	 Dendritic	 Cell-Specific	Intercellular	 adhesion	 molecule-3-Grabbing	 Non-integrin	 (DC-SIGN)	Remodelage	 Tissue	 inhibitors	 of	 metalloproteinases	 1	 (TIMP1),	 Matrix	metalloproteinase-12	 (MMP-12),	 Fibronectin	 1	 (FN1),	 Platelet	derived	growth	factor	D	(PDGFD)	
	
	Afin	 de	 permettre	 des	 comparaisons	 entre	 différentes	 conditions	 expérimentales	 ou	entre	 patients,	 le	 nombre	 de	 copies	 détecté	 pour	 chaque	 gène	 a	 été	 normalisé	 en	fonction	 du	 nombre	 de	 copies	 du	 gène	 de	 référence	 GNB2L1,	 dont	 l’expression	 a	 été	démontrée	comme	étant	très	stable	dans	le	poumon.			
Culture	de	cellules	THP-1,	différenciation	en	macrophages	et	stimulation	
	Les	cellules	THP-1	(TIB-202	;	American	Type	Culture	Collection,	Manassas,	VA,	USA	;	un	don	 du	 Service	 des	 maladies	 infectieuses,	 CHUV)	 sont	 des	 cellules	 de	 la	 lignée	monocytaire	issues	d’un	patient	atteint	d’une	leucémie	monocytaire	aiguë.	Elles	ont	été	cultivées	dans	un	milieu	de	RPMI	1640	contenant	10%	de	sérum	foetal	bovin	(FBS),	20	μM	2-mercaptoethanol,	100	U/ml	de	pénicilline	et	100	μg/ml	de	streptomycine	(tous	de	Life	Technologies,	Carlsbad,	CA)	à	37°C,	dans	une	atmosphère	humidifiée	contenant	5%	de	CO2.	
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Pour	la	génération	de	macrophages	THP1-M,	des	plaques	à	24	puits	ont	été	prétraitées	avec	 400	µl	 de	 FBS	 et	mises	 à	 incuber	 durant	 60	minutes.	 Les	 cellules	 THP-1	 ont	 été	centrifugées	à	300	x	g	pendant	10	minutes,	puis	suspendues	à	nouveau	dans	un	milieu	de	culture	complété	par	100	ng/ml		M-CSF	(Peprotech,	Rocky	Hill,	NJ),	20%	FBS	et	10	mM	 HEPES.	 Elles	 ont	 été	 distribuées	 à	 raison	 de	 105	 cellules	 par	 puits,	 et	 incubées	pendant	7	jours	à	37°C,	sans	changement	de	milieu.		Pour	l’étape	de	stimulation,	le	surnageant	des	puits	a	été	remplacé	par	du	milieu	X-VIVO	15	(Lonza,	Bâle)	dépourvu	de	sérum,	contenant	l’un	des	facteurs	suivants	:	- LPS/IFNγ	:	 LPS	 issu	 de	 E.	 coli	 055:B5	 (10ng/ml;	 Sigma,	 St.	 Louis,	 MO)	 en	combinaison	avec	IFNγ	(20	ng/ml	;	ProSpec-Tany,	TechnoGene,	Rehovot,	Israel)	- TGFβ	(20ng/ml	;	eBioscience,	San	Diego,	CA)	- Dexamethasone	:	100	nM	(Sigma)	Chaque	 condition	 de	 stimulation	 a	 été	 testée	 en	 3	 réplicats.	 Après	 18	 heures	 de	stimulation,	 les	 cellules	 THP1-M	 ont	 été	 prélevées,	 lysées	 et	 analysées	 selon	 la	même	méthode	que	celle	utilisée	pour	l’analyse	de	l’expression	génique	des	cellules	du	LBA.		
Résultats		
L’exposition	 de	 monocytes	 THP-1	 au	 M-CSF	 entraîne	 une	 différenciation	 efficace	 en	
macrophages	THP1-M.	Les	cellules	THP-1	utilisées	dans	 le	cadre	de	ce	travail,	sont	des	cellules	dérivées	de	 la	lignée	monocytaire,	précurseur	des	macrophages.	En	vue	d’obtenir	une	source	stable	de	macrophages	 pouvant	 être	 utilisés	 dans	 notre	 modèle	 de	 stimulation	 in	 vitro,	 les	monocytes	 THP-1	 ont	 été	 exposés	 au	M-CSF,	 un	 facteur	 connu	 de	 différenciation	 des	macrophages.	Comme	 indiqué	 dans	 la	 figure	 1,	 le	 profil	 d’activation	 des	macrophages	 THP1-M	 s’est	avéré	 très	différent	de	 celui	des	monocytes	THP-1,	 soulignant	 l’efficacité	de	 l’étape	de	différenciation.	 Les	 différences	 observées	 dans	 le	 niveau	 d’expression	 génique	 ont	 en	effet	varié	en	fonction	des	gènes	considérés.	Ainsi,	l’expression	des	gènes	COX2,	TNFα	et	CXCL11	 associés	 à	 un	 profil	 inflammatoire	 s’est	 révélée	 respectivement	 stable,	augmentée	et	diminuée.	Les	marqueurs	associés	au	remodelage	tissulaire	(PDGFD,	FN1	et	 le	 rapport	 TIMP1/MMP12)	 présentent	 eux	 une	 diminution	 coordonnée	 de	 leur	expression	 chez	 les	 cellules	 THP1-M.	 L’expression	 des	 gènes	 impliqués	 dans	 la		phagocytose,	 tel	 que	 MRC1	 et	 DC-SIGN	 a	 nettement	 augmenté	 chez	 les	 cellules	différenciées	THP1-M	tandis	que	celle	des	cytokines	inflammatoires	IDO,	IL-10	et	IL-1ra	a	quant	à	elle	diminué	par	rapport	aux	cellules	non-différenciées.		Ces	 résultats	 montrent	 l’efficacité	 de	 la	 différenciation	 des	 monocytes	 THP-1	 en	macrophages	 THP1-M,	 suite	 à	 l’exposition	 au	 M-CSF.	 En	 effet,	 un	 profil	 d’expression	génique	 différent	 de	 celui	 des	 cellules	 THP-1	 non-différenciées	 est	 retrouvé	 chez	 les	macrophages	THP1-M.	De	plus,	 leurs	résultats	 indiquent	que	 les	différences	observées	dans	le	profil	d’activation	génique	lors	de	ce	processus	ne	s’inscrivent	pas	dans	le	cadre	de	l’acquisition	d’un	profil	de	macrophages	de	type	M1	ou	M2.		
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Figure	1.	Evaluation	de	l’efficacité	de	la	différenciation	de	monocytes	THP-1	en	macrophages	THP1-M.	Le	profil	d’activation	génique	dans	les	2	types	cellulaires	a	été	déterminé	sur	la	base	de	l’analyse	par	PCRq	de	l’expression	d’un	set	de	12	gènes-cibles	(Tableau	1).	Les	valeurs,	corrigées	en	fonction	de	l’expression	du	gène	de	référence	GNB2L1,	ont	été	normalisées	en	 fonction	du	taux	d’expression	déterminé	dans	 les	monocytes	THP-1.	Les	valeurs	représentent	la	moyenne	et	la	déviation	standard	d’une	expérience	menée	avec	3	réplicats.			
Les	macrophages	THP1-M	sont	capables	de	répondre	de	manière	distincte	à	des	 facteurs	
stimulant	l’inflammation	ou	le	remodelage	tissulaire.		L’objectif	 futur	 de	 cette	 étude	 étant	 d’évaluer	 les	 effets	 de	 facteurs	 présents	 dans	 le	poumon	du	transplanté	pulmonaire	sur	les	macrophages	THP1-M,	il	était	important	de	tester	la	capacité	de	réponse	de	ces	cellules	à	des	stimuli	bien	déterminés.		L’exposition	de	macrophages	à	un	mélange	d’IFNγ	 et	de	LPS,	une	molécule	de	 la	paroi	des	bactéries	Gram	négatives,	est	reconnue	pour	son	effet	inducteur	d’une	réponse	pro-inflammatoire.	 L’élévation	 très	 marquée	 de	 l’expression	 des	 gènes	 TNFα,	 COX2	 et	CXCL11	chez	les	THP1-M	stimulés	par	le	mélange	IFNγ	et	LPS	démontre	clairement	leur	capacité	 de	 répondre	 à	 un	 stimulus	 inflammatoire	 (Fig.	 2A).	 Cette	 augmentation	 s’est	révélée	suivie	par	celle	de	l’expression	du	gène	IDO	impliqué	dans	l’immunorégulation,	un	 phénomène	 connu	 chez	 les	 macrophages	 de	 type	 M1	 (43),	 s’inscrivant	 dans	 leur	capacité	de	prévenir	une	réponse	inflammatoire	trop	importante	(Fig.	2B).	L’expression	de	 MRC1,	 une	 cytokine	 impliquée	 dans	 la	 fonction	 de	 phagocytose	 des	 macrophages	s’est	montrée	 augmentée	 lors	 d’une	 stimulation	pro-inflammatoire	 (Fig.	 2C).	Dans	 ces	conditions,	 le	 rapport	 TIMP1/MMP12	 s’est	 avéré	 très	 nettement	 diminué	 (Fig.	 2D).	Comparant	 l’expression	 du	 gène	TIMP1,	 dont	 le	 produit	 prévient	 la	 dégradation	 de	 la	matrice	 extracellulaire,	 à	 celle	 du	 gène	 MMP12,	 dont	 le	 produit	 exerce	 une	 fonction	opposée	de	par	ses	propriétés	enzymatiques,	ce	rapport	a	été	décrit	comme	reflétant	les	caractéristiques	du	macrophage	à	contribuer	au	remodelage	tissulaire	(44).	De	plus,	 la	légère	 baisse	 d’expression	 du	 gène	 PDGFD	 s’inscrit	 dans	 la	 diminution	 des	 gènes	impliqués	 dans	 le	 remodelage	 tissulaire	 provoquée	 par	 une	 stimulation	 pro-inflammatoire	 (Fig.	 2D).	 Ces	 observations	 indiquent	 par	 conséquent	 la	 capacité	 des	macrophages	THP1-M	à	acquérir	une	polarisation	de	type	M1.			Les	 macrophages	 THP1-M	 ont	 par	 ailleurs	 été	 exposés	 au	 TGFβ,	 une	 cytokine	 bien	décrite	pour	son	implication	dans	la	réparation	tissulaire,	ainsi	que	dans	le	remodelage	anormal	 lié	à	 la	 fibrose	 (25,45).	Dans	ces	conditions,	 le	niveau	d’expression	des	gènes	
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COX2	 et	 TNFα	 liés	 à	 l’inflammation,	 et	 celui	 des	 gènes	 MRC1	 et	 IDO	 liés	 à	l’immunorégulation,	s’est	avéré	constant	en	présence	ou	absence	de	stimulation.	En	net	contraste	et	en	accord	avec	les	données	de	la	littérature,	le	niveau	d’expression	du	gène	PDGFD	 et	 le	 rapport	 d’expression	 entre	 les	 gènes	 TIMP1	 et	 MMP12	 se	 sont	 avérés	nettement	 augmentés	 en	 présence	 de	 TGFβ,	 comparativement	 aux	 cellules	 non	stimulées.		En	 conséquence,	 cette	 expérience	 de	 stimulation	 a	 permis	 de	 démontrer	 que	 les	macrophages	THP1-M	présentent	une	grande	plasticité	d’activation,	aussi	bien	dans	des	conditions	pro-inflammatoires,	par	l’acquisition	d’un	profil	de	macrophages	de	type	M1,	que	dans	des	conditions	favorisant	le	remodelage	tissulaire,	par	l’acquisition	d’un	profil	de	macrophages	de	type	M2.					
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D	
		 							 		
Figure	 2.	 Evaluation	 de	 la	 réponse	 des	 macrophages	 THP1-M	 à	 des	 facteurs	 stimulant	 l’inflammation	(LPS+IFNγ)	ou	le	remodelage	tissulaire	(TGFβ).	Analyse	 par	 PCRq	 de	 l’expression	 d’une	 sélection	 de	 gènes	 impliqués	 dans	 (A)	 l’inflammation,	 (B)	l’immunorégulation	 (C)	 la	 phagocytose	 et	 (D)	 le	 remodelage	 tissulaire,	 permettant	 d’établir	 le	 profil	d’activation	 des	 macrophages	 THP1-M.	 Les	 valeurs,	 corrigées	 en	 fonction	 de	 l’expression	 du	 gène	 de	référence	GNB2L1,	ont	été	normalisées	en	fonction	du	taux	d’expression	déterminé	chez	les	macrophages	THP1-M	 non	 stimulés.	 Les	 valeurs	 représentent	 la	moyenne	 et	 la	 déviation	 standard	 d’une	 expérience	menée	avec	3	réplicats.			
Les	macrophages	THP1-M	répondent	à	la	dexaméthasone.	
	Les	glucocorticoïdes,	dont	la	prednisone	fait	partie	du	traitement	de	première	intention	chez	le	patient	transplanté	pulmonaire,	sont	connus	pour	moduler	le	profil	d’activation	des	macrophages.	 La	 sensibilité	 aux	 glucocorticoïdes	 des	 cellules	 utilisées	 dans	 notre	modèle	de	stimulation	in	vitro	en	substitut	des	macrophages	alvéolaires	devait	donc	être	testée	et	confirmée.	La	dexaméthasone	étant	le	glucocorticoïde	prototypique	testé	dans	un	nombre	important	d’études	in	vitro,	elle	a	été	sélectionnée	comme	premier	choix,	afin	de	comparer	ses	effets	à	ceux	précédemment	reportés.	En	 accord	 avec	 la	 littérature,	 les	 résultats	 indiquent	 que	 les	 macrophages	 THP1-M	répondent	 à	 la	 dexaméthasone	 par	 une	 augmentation	 du	 taux	 d’expression	 des	 gènes	associés	 au	 remodelage	 tissulaire	 (Fig.	 3D),	 tout	 en	 influant	 peu	 sur	 celui	 des	 gènes	impliqués	dans	l’inflammation	(Fig.	3A).	Globalement,	le	profil	d’activation	se	rapproche	ainsi	 de	 celui	 précédemment	 observé	 suite	 à	 la	 stimulation	 par	 le	 TGFβ,	 même	 si	 la	modulation	 différente	 de	 certains	 gènes	 tel	 que	 MRC1	 (comparer	 Fig.	 3C	 et	 Fig.	 2C),	rappelle	que	les	voies	d’activation	sont	bien	distinctes.	Si	elles	devaient	être	confirmées	dans	des	expériences	menées	ultérieurement	avec	de	la	prednisone,	 ces	 données	 apporteraient	 une	 indication	 supplémentaire	 sur	 l’important	potentiel	 des	 macrophages	 THP1-M	 dans	 un	 modèle	 d’activation	 in	 vitro	 impliquant	différents	facteurs	présents	dans	les	voies	aériennes	du	patient	transplanté	pulmonaire.	
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Figure	3.	Evaluation	de	la	réponse	des	macrophages	THP1-M	à	la	dexaméthasone.	Analyse	 par	 PCRq	 de	 l’expression	 d’une	 sélection	 de	 gènes	 impliqués	 dans	 (A)	 l’inflammation,	 (B)	l’immunorégulation,	 (C)	 la	 phagocytose	 et	 (D)	 le	 remodelage	 tissulaire,	 permettant	 d’établir	 le	 profil	d’activation	 des	 macrophages	 THP1-M.	 Les	 valeurs,	 corrigées	 en	 fonction	 de	 l’expression	 du	 gène	 de	référence	GNB2L1,	ont	été	normalisées	en	fonction	du	taux	d’expression	déterminé	chez	les	macrophages	THP1-M	 non	 stimulés.	 Les	 valeurs	 représentent	 la	moyenne	 et	 la	 déviation	 standard	 d’une	 expérience	menée	avec	3	réplicats.				
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Le	profil	d’activation	des	macrophages	alvéolaires	présente	des	similitudes	avec	celui	des	
macrophages	THP1-M	et	varie	en	fonction	du	contexte	clinique			Le	prélèvement	d’échantillons	de	 liquide	de	LBA	offre	 l’avantage	de	donner	 accès	 aux	cellules	 présentes	 dans	 les	 voies	 aériennes	 inférieures.	 Postulant	 que	 la	 plasticité	 du	profil	 d’activation	 des	 cellules	 présentes	 dans	 le	 liquide	 de	 LBA	 devrait	 permettre	 de	refléter	différentes	 situations	 cliniques,	 nous	 avons	 analysé	11	échantillons	provenant	de	patients	 transplantés,	et	7	échantillons	collectés	chez	des	patients	non-transplantés	lors	d’examens	à	but	diagnostic.	De	manière	 très	 intéressante,	malgré	 la	multitude	de	 facteurs	 stimulant	 les	 cellules	 in	
vivo,	des	profils	d’activation	distincts	présentant	des	similitudes	avec	ceux	obtenus	chez	les	macrophages	THP1-M	stimulés	 in	vitro	ont	pu	être	observés	chez	certains	patients.	Ainsi,	 illustrant	 l’impact	 du	 traitement	 immunosuppresseur,	 le	 taux	 d’expression	 des	gènes	 CXCL11	 et	 IDO	 s’est	 avéré	 nettement	 diminué	 chez	 les	 patients	 transplantés	pulmonaires,	 comparé	 aux	 patients	 non-transplantés	 (Fig.	 4).	 En	 outre,	 le	 taux	d’expression	du	gène	PDGFD	et	le	rapport	d’expression	TIMP1/MMP12	supérieurs	chez	les	 patients	 transplantés	 correspondent	 aux	 observations	 précédemment	 effectuées	chez	les	macrophages	THP1-M,	en	présence	ou	absence	de	dexaméthasone.		Ces	données	montrent	que	malgré	d’importantes	différences	interindividuelles,	l’impact	du	 traitement	 immunosuppresseur	 chez	 le	 transplanté	 pulmonaire	 se	 retrouve	clairement	 dans	 le	 profil	 d’activation	 des	 cellules	 isolées	 du	 liquide	 de	 LBA.	 Elles	valident	 en	 outre	 l’utilisation	 des	 macrophages	 THP1-M	 comme	 substitut	 des	macrophages	 alvéolaires,	 dans	 un	modèle	 de	 stimulation	 in	 vitro	 incluant	 notamment	l’utilisation	de	glucocorticoïdes.		
							 		
Figure	4.		Evaluation	comparative	du	profil	d’activation	des	cellules	du	liquide	de	LBA	chez	 les	patients	transplantés	 (Tx,	 n=11)	 	 ou	 non-transplantés	 (Non-Tx,	 n=9).	 Les	 valeurs,	 corrigées	 en	 fonction	 de	l’expression	du	gène	de	référence	GNB2L1,	représentent	la	médiane.				
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Profils	 d’activation	 de	 type	 inflammatoire	 ou	 de	 remodelage	 tissulaire	 chez	 les	
macrophages	alvéolaires:	deux	rapports	de	cas		Dans	cette	étude,	le	groupe	de	gènes-cibles	sélectionnés	pour	la	détermination	du	profil	d’activation	des	cellules	du	 liquide	de	LBA	permettent	de	distinguer	une	 inflammation	de	type	1,	 typiquement	associée	à	une	réponse	pro-inflammatoire,	d’une	 inflammation	de	type	2,	associée	à	la	phase	de	résolution	et	au	remodelage	tissulaire.	Ces	deux	types	de	 processus	 étant	 susceptibles	 de	 coexister	 dans	 le	 poumon,	 il	 était	 important	 de	vérifier	que	le	profil	net	d’activation	des	macrophages	alvéolaires	ne	correspondait	pas	systématiquement	 au	 même	 statut	 intermédiaire	 chez	 l’ensemble	 des	 patients.	 La	comparaison	 d’un	 patient	 non-transplanté,	 examiné	 pour	 une	 suspicion	 de	 sarcoïdose	(patient	 171),	 et	 un	 patient	 ayant	 subi	 une	 transplantation	 pulmonaire	 suite	 à	 une	mucoviscidose	 (patient	 194)	 a	 permis	 de	 démontrer	 que	 tel	 n’était	 pas	 le	 cas.	 Au	contraire,	 tant	 le	 taux	 d’expression	 des	 différents	 gènes	 considérés	 que	 le	 profil	d’activation,	 comparant	 l’expression	 des	 gènes	 impliqués	 dans	 l’inflammation	 ou	 le	remodelage	tissulaire,	mettent	en	évidence	d’importantes	différences	(Fig.	5	et	6).	Le	patient	171	présente	un	profil	d’activation	de	type	pro-inflammatoire	similaire	à	celui	observé	chez	les	macrophages	THP1-M1	stimulés	par	du	LPS+IFNγ	in	vitro.	Ainsi,	le	taux	d’expression	 des	 gènes	 CXCL11	 et	 IDO	 est	 élevé,	 et	 celui	 du	 gène	 PDGFD	 ainsi	 que	 le	rapport	d’expression	TIMP1/MMP12	sont	faibles	(Fig.	5).			
		
Figure	 5.	Evaluation	 du	 profil	 d’activation	 des	 cellules	 du	 liquide	 de	 LBA	 d’un	 patient	 non-transplanté	(non-Tx),	examiné	pour	une	suspicion	de	sarcoïdose.	Les	valeurs	du	taux	d’expression	de	chaque	gène	ont	été	corrigées	en	fonction	de	l’expression	du	gène	de	référence	GNB2L1.			Le	patient	194	présente	un	tableau	différent,	avec	un	profil	d’activation	se	rapprochant	de	 celui	 observé	 chez	 les	 macrophages	 THP1-M2	 stimulés	 par	 le	 TGFβ.	 Le	 niveau	d’expression	des	gènes	CXCL11	et	IDO	est	ainsi	très	fortement	diminué	comparé	à	celui	observé	chez	le	patient	171.	Le	taux	d’expression	du	gène	PDGFD	et	surtout	le	rapport	d’expression	TIMP1/MMP12	étant	clairement	plus	élevés	chez	le	patient	194,	celui-ci			
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présente	par	 conséquent	un	profil	 net	 d’activation	 en	 faveur	du	 remodelage	 tissulaire	(Fig.	6).			
		
Figure	 6.	Evaluation	du	profil	 d’activation	des	 cellules	du	 liquide	de	LBA	d’un	patient	 transplanté	 (Tx)	pour	 cause	 de	 mucoviscidose.	 Les	 valeurs	 du	 taux	 d’expression	 de	 chaque	 gène	 ont	 été	 corrigées	 en	fonction	de	l’expression	du	gène	de	référence	GNB2L1.			Parmi	les	11	échantillons	reçus	de	patients	transplantés,	celui	provenant	du	patient	194	paraissait	 présenter	 un	 profil	 d’activation	 particulier.	 Afin	 d’évaluer	 si	 notre	 outil	analytique	 était	 capable	 de	 distinguer,	 outre	 les	 différences	 marquées	 comme	 celles	entre	patients	 immunocompétents	ou	 immunosupprimés,	des	différences	plus	subtiles	comme	 celles	 observées	 au	 sein	 du	 groupe	 de	 patients	 transplantés,	 nous	 avons	spécifiquement	 comparé	 le	 profil	 d’activation	 des	macrophages	 alvéolaires	 du	 patient	194	avec	celui	des	10	autres	patients	transplantés.	Les	résultats	indiquent	un	niveau	d’expression	des	gènes	CXCL11,	TNFα	et	IDO	inférieur	chez	 le	 patient	 194,	 suggérant	 une	 faible	 activité	 pro-inflammatoire	 (Fig.	 7).	 Comme	dans	le	même	temps,	le	rapport	d’expression	TIMP1/MMP12	s’avère	très	élevé,	le	profil	d’activation	 chez	 ce	 patient	 apparaît	 refléter	 un	 engagement	 dans	 des	 processus	 de	remodelage	tissulaire.												
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Figure	 7.	 Comparaison	 entre	 le	 profil	 d’activation	 du	 patient	 194	 et	 celui	 des	 10	 autres	 patients	transplantés	(Autres	Tx).	Les	valeurs	du	taux	d’expression	de	chaque	gène	ont	été	corrigées	en	fonction	de	l’expression	du	gène	de	référence	GNB2L1.	Les	valeurs	du	groupe	«	Autres	Tx	»	représentent	la	médiane.			
Discussion		Chez	 le	patient	 transplanté	pulmonaire,	 la	survie	à	 long-terme	du	greffon	reste	 limitée	par	différents	facteurs	aboutissant	à	une	activation	du	système	immunitaire	et	au	rejet	du	greffon.	Alors	que	le	contrôle	des	infections	post-opératoires	et	celui	des	épisodes	de	rejet	 aigus	 est	 en	 constant	 progrès,	 la	 survenue	 de	 rejets	 chroniques,	 associée	 à	 des	mécanismes	fibrotiques	obstructifs	et/ou	restrictifs,	reste	un	obstacle	majeur	(1-6).	Le	développement	 d’outils	 capables	 de	 détecter	 précocement	 ces	 mécanismes	représenterait	par	conséquent	un	progrès	important	dans	le	suivi	post-greffe.	Les	 voies	 aériennes	 du	 patient	 transplanté	 pulmonaire	 connaissent	 de	 considérables	variations	 micro-environnementales,	 influencées	 notamment	 par	 les	 niveaux	d’inflammation	et	de	remodelage	tissulaire	locaux	(9,10).	Dans	la	présente	étude,	nous	anticipons	sur	 le	 fait	que	ces	conditions	micro-environnementales	sont	reflétées	par	 le	contenu	du	 liquide	de	LBA,	 spécifiquement	par	 le	 profil	 d’activation	des	macrophages	alvéolaires,	 et	 que	 leur	 analyse	 est	 susceptible	 d’apporter	 d’importantes	 informations	sur	l’état	du	greffon.	Les	 macrophages	 alvéolaires	 sont	 des	 cellules	 présentant	 une	 plasticité	transcriptionnelle	et	 fonctionnelle	considérable	 (11-14).	Dans	un	microenvironnement	inflammatoire,	ils	expriment	des	gènes	tels	que	CXCL11,	TNFα	et	COX2,	qui	contribuent	au	 recrutement	 et	 à	 l’activation	 de	 cellules	 pro-inflammatoires,	 ainsi	 que	 des	 gènes	impliqués	 dans	 le	 contrôle	 de	 l’inflammation,	 tel	 que	 IDO.	 Dans	 ces	 conditions,	l’expression	de	gènes	associés	au	remodelage	tissulaire	tel	que	PDGFD	est	réprimée.	Les	conditions	 favorisant	 le	 remodelage	 tissulaire	 exercent	 globalement	 un	 effet	 inverse,	
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augmentant	 le	 taux	d’expression	de	PDGFD,	et	diminuant	celui	des	gènes	 typiquement	associés	 à	 l’inflammation	 (15-19).	 En	 outre,	 le	 rapport	 d’expression	 TIMP1/MMP12	varie	de	manière	coordonnée	en	fonction	de	ces	conditions.	Le	gène	TIMP1	codant	une	protéine	inhibant	la	dégradation	de	la	matrice	intracellulaire,	et	le	gène	MMP12	codant	une	enzyme	présentant	 l’effet	 inverse,	un	 rapport	d’expression	élevé	est	associé	à	des	conditions	favorisant	le	remodelage	tissulaire	(44).	L’analyse	du	profil	d’activation	des	macrophages	alvéolaires	récoltés	de	liquide	de	LBA	montre	 que	 les	 gènes	 choisis	 comme	 cibles	 sont	 appropriés	 pour	 distinguer	 des	situations	 diverses	 telles	 qu’un	 terrain	 immunocompétent	 ou	 immunosupprimé.	 En	effet,	le	profil	d’expression	génique	des	macrophages	provenant	de	patients	transplantés	s’est	avéré	sensiblement	différent	de	celui	observé	chez	les	patients	non-transplantés	et,	par	ailleurs,	très	proche	de	celui	retrouvé	chez	les	macrophages	THP1-M	stimulés	avec	de	la	dexamethasone.	Une	 analyse	 reproductible	 de	 l’activation	 des	 macrophages	 dans	 le	 poumon	 passe	également	 par	 des	 tests	 de	 stimulation	 in	 vitro.	 Etant	 donné	 la	 variabilité	 des	 profils	d’activation	 observés	 in	vivo,	 l’identification	 d’une	 source	 stable	 de	 cellules	 utilisables	comme	 substitut	 des	macrophages	 alvéolaires	 est	 un	 prérequis.	 Les	 résultats	 obtenus	dans	 les	 expériences	 de	 différenciation	 et	 stimulation	 des	 macrophages	 THP1-M	indiquent	 que	 ces	 cellules	 peuvent	 acquérir	 des	 profils	 d’activation	 reflétant	 	 des	conditions	 pro-inflammatoires	 ou	 favorisant	 le	 remodelage	 tissulaire.	 Comme	 les	macrophages	THP1-M	répondent	également	aux	glucocorticoïdes,	ils	se	profilent	comme	un	matériel	d’analyse	adapté	à	nos	objectifs.	Il	doit	être	mentionné	que	plusieurs	limites	sont	liées	à	notre	étude.	D’une	part,	il	n’a	pas	été	possible	de	stimuler	des	macrophages	alvéolaires	 issus	de	 liquide	de	LBA	dans	 les	mêmes	 conditions	 que	 les	 macrophages	 THP1-M.	 Même	 si	 les	 profils	 obtenus	reproduisent	 clairement	 les	 données	 de	 la	 littérature,	 une	 comparaison	 directe	 reste	requise.	D’autre	part,	 les	analyses	effectuées	à	partir	de	 liquide	de	LBA	ne	permettent	pas	 d’établir	 des	 ponts	 entre	 les	 différences	 observées	 dans	 le	 profil	 d’activation	 des	macrophages	alvéolaires	et	 les	différentes	 situations	 cliniques.	De	 telles	 investigations	demandent	une	analyse	longitudinale	qui	dépasserait	largement	le	cadre	de	ce	travail.	Néanmoins,	les	premiers	résultats	positifs	obtenus	quant	à	l’utilisation	des	macrophages	THP1-M	 comme	 substitut	 des	 macrophages	 alvéolaires,	 et	 l’identification	 de	 profils	d’activation	distincts	suite	à	la	comparaison	d’un	nombre	limité	d’échantillons	de	liquide	de	LBA	parlent	en	faveur	de	notre	approche.	Au	vu	du	rôle-clé	joué	par	les	macrophages	dans	l’espace	alvéolaire,	l’étude	du	profil	d'activation	de	ces	cellules	et	particulièrement	celle	des	facteurs	déclenchant	l’acquisition	d'un	profil	pro-fibrotique	devrait	permettre	d’apporter	 des	 informations	 essentielles	 dans	 le	 suivi	 du	 transplanté	 pulmonaire,	notamment	dans	l’optique	d’une	détection	précoce	et	d'un	meilleur	contrôle	du	rejet	de	greffe	chronique.					
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